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Effect of Topically Delivered Statin on Bone Formation
within a Titanium Cap in Rat Calvaria
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　　The aim of this study was to investigate the effects of topically delivered statins on 
vertical guided bone regeneration (GBR) on rat calvaria. Thirty 10-week-old male 
Sprague-Dawley rats were used. The calvarium was exposed, and two circular grooves 
(5.5 mm in diameter) were prepared bilaterally on the each parietal bone. Two titanium 
caps were randomly allocated from four groups : (1) MedogelＲ(M) alone (control), (2) 
M+simvastatin, (3) M+pravastatin and (4) M+rhBMP-2 and placed on the parietal 
bone. At 8 weeks after surgery, the animals were euthanized, and histological sections 
were prepared for histology, histomorphometry and immunohisto chemistry. The amount 
of the newly formed bone within the caps was quantitated using on image analyzer.
　　 In the all groups, newly generated tissues in close contact with the surface of the 
calvarial bone were observed and the tissue contained newly generated bone and mar-
row tissue. Osteoclasts were observed around newly generated bone in the all groups as 
well. The amount of newly formed bone was the highest in the M+rhBMP-2 group com-
pared with control group (p<0.05). Both M+simvastatin and M+pravastatin groups 
showed increased new bone formation compared with control group although the differ-
ence was not signiﬁcant. In the extracalvarial experimental space, PCNA positive cells 
were observed in the bone marrow. CD68 positive mononuclear cells were also found in 
the bone marrow, while CD68 positive multinucleated cells were found around the 
boundary between newly generated bone and bone marrow.
  　In this rat GBR model, both simvastatin and pravastatin tended to enhance vertical 
bone augmentation, although their effect was less than powerful rhBMP-2.
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諸　　　言
　組織再生には「細胞」「足場」および「細胞増
殖因子（シグナル）」が不可欠である。骨新生を
目的とした組織再生において未分化間葉系細胞に
サイトカインや成長因子を作用させて骨新生に関
わるカスケード反応の活性化を図ることを目的と
した「生物学的骨増大術」の有効性が検討されて
いる1～3)。
　骨新生におけるシグナル分子として骨形成タン
パク質（bone morphogenetic proteins 以下 BMPs），
とりわけ BMP-2の有効性が検討されており，ヒ
トの抜歯窩に BMP-2を投与した際の骨増大効果
が報告されている4)。BMP-2は骨芽細胞分化促進
因子であり，異所性骨新生作用を有するが，欠点
として免疫応答による異物反応や炎症反応を惹起
する可能性がある。さらに，BMP-2は高価であり，
投与部位で急速に分解するため組織停滞性が悪い
ことも指摘されている。BMP-2を大量かつ高濃
度に投与するか繰り返して投与する必要があるた
め，医療費の増大と繰り返し投与によって引き起
こ さ れ 得 る 副 作 用 と が 懸 念 さ れ て い る。
Hasegawa ら5) は吸収性コラーゲンスポンジに高
濃度（1000μg/ml）の BMP-2を含有させ短期間
作用させた場合に限り骨増大効果が促進されたと
報告している。一方，BMP-2を徐放性に作用さ
せる担体を用いた局所薬物配送システムを用いて
局所的な骨増大効果が増強されることも報告され
ている6)。BMP-2を含むシグナル分子を局所投与
して骨増大を誘導するためには有効成分を局所で
徐放性に作用させる担体が必要であろう。
　スタチンはヒドロキシメチルグルタリル CoA
レダクターゼを阻害することから高脂血症治療薬
として開発された。しかし，1999年に Mundy ら7)
によってスタチンが骨芽細胞の BMP-2発現を亢
進して骨形成を促進することが報告されて以来，
骨形成促進薬としての効果が注目されている。ス
タチンは水溶性と脂溶性とに分類され，これまで
の研究結果からは脂溶性スタチンである
simvastatin の骨形成促進作用が報告されている8,9)。
一方，水溶性のスタチンである pravastatin は
BMP-2遺伝子のプロモーター活性を上昇させな
かったことから，スタチン間で骨新生効果に差が
ある可能性が示唆されているが10)，pravastatin
による BMP-2産生と骨形成誘導効果が報告され
ており，pravastatin の骨新生効果については統
一した見解が得られていない11)。
　Simvastatin を局所投与すると骨形成の促進だ
けでなく炎症反応も惹起するため，低侵襲で効果
的な投与方法が検討されている12)。また，臨床研
究で歯周治療においてスケーリング・ルートプ
レーニング後に歯周ポケットに simvastatin
（1.2mg）含有ゲルを注入した際の治療効果が報
告されている13)。マウス頭蓋骨と骨膜間に
simvastatin（2.2mg）含有ゲルを1回のみ局所投
与すると，炎症反応を惹起したが骨増大効果も認
められている14)。この研究は骨膜存在下で行なわ
れており，骨膜由来細胞も骨増大に関与している
可能性がある。Simvastatin は骨新生を促進する
ことに加えて炎症も惹起するが，抗炎症薬
（cyclooxy genase-2（以下 COX-2） inhibitors）
を投与すると骨新生と炎症反応の両方を抑制でき
ることが報告されている15)。また， simvastatin
（2.2～0.5mg）含有ゲルと抗炎症薬 (COX-2 
inhibitors) を同時に局所投与することによって
炎症反応を抑制して骨増大が可能であることが報
告された16)。これらの研究から simvastatin の局
所投与に際しては炎症反応を抑制して骨新生効果
を 維 持 す る 工 夫 が 求 め ら れ る。 し か し，
simvastatin を長期的に徐放させた際の骨新生効
果は報告されておらず，simvastatin を局所で長
期間作用させることが出来れば低濃度の
simvastatin であっても骨新生効果が期待できる
ため，simvastatin と徐放性担体を組合せた際の
骨新生効果を検討する必要がある。
　コラーゲンを変性させたゼラチンは生体内分解
性ポリマーとして多用されており，長い臨床経験
から安全性が証明されている。MedGelＲは京都
大学再生医科学研究所 , 田畑泰彦教授の研究に基
づいて開発されたゼラチンベースの生理活性物質
の徐放用ハイドロゲルであり，生体内に埋入する
と組織の細胞から分泌されるコラゲナーゼなどの
分解酵素によって基材が分解される。MedGelⓇ
の分解に伴って約２週間にわたり生理活性物質が
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徐放性に放出され，MedGelＲから徐放された
BMP-2の骨新生効果17) や basic ﬁbroblast growth 
factor が MedGelＲから徐放された際の血管新生
効果18) が報告されている。
　新生組織および新生骨の形成に伴って骨形成に
関わる未分化間葉系細胞の増殖および分化が起こ
るが，guided bone regeneration （以下 GBR）に
おける骨新生効果の検討は見当たらない。
Proliferative cell nuclear antigen ( 以下 PCNA)
は細胞増殖にかかわる分子で，組織中の細胞増殖
マーカーとして利用されている19)。一方，マクロ
ファージ系細胞が破骨細胞に分化することが知ら
れているため，骨新生時におけるマクロファージ
系細胞の様態を知ることは骨新生機序の理解に繋
がると考えられる。CD68はマクロファージと単
球に発現する lysosomal/endosomal-associated 
membrane glycoprotein ファミリーの糖タンパ
ク質であり細胞内ではリソゾームに存在し，マク
ロファージのマーカーになる20)。
　本研究では，ラット頭蓋骨上の垂直的 GBR モ
デルにおいて，２種類のスタチン（simvastatin，
pravastatin）あるいは BMP-2を MedGelＲに含
有させてチタンキャップ内に添入し上記薬剤を徐
放性に作用させた際の骨新生効果について組織学
的，組織形態計測学的および免疫組織化学的に解
析することを目的とした。
材料および方法
　１．実 験 動 物
　10週 齢 で 体 重320～400g の 雄 性 Sprague-
Dawley 系ラット（日本クレア社，東京）30匹を
用いた。実験開始に先立ち１～２週間予備飼育し，
全身状態が健康であることを確認して実験に使用
した。飼育期間中には固形飼料（オリエンタル酵
母工業，東京）および水を与え，奥羽大学動物実
験研究施設（室温23℃，湿度65％）で飼育した。
本研究は奥羽大学動物実験委員会の承認（受付 
No. 42）を得て奥羽大学動物実験規定を遵守して
行った。
　２．チタン合金キャップ
　実験に使用したチタン合金キャップ（以下チタ
ンキャップ）は森田ら2) と同じものを使用した。
すなわち，チタン合金（アルミ6％，バナジウム4％
を含む JMM の歯科インプラントと同じ材料）ブ
ロックを加工して作製した0.25mm の肉厚のチタ
ンキャップ（重量140mg）を機械研磨して実験に
供した。
　３．生 体 材 料
　Simvastatin（CalbiochemＲ，Germany），
pravastatin（メバロチンＲ，（株）第一三共製薬，
東京）および組換えヒト BMP-2（Wako，大阪）
を実験に使用した。担体としてMedGelＲ （Wako）
を使用した。チタンキャップ内にシートから切り
出した5mm 角の MedGelＲ PI9片を入れ，エタ
ノールに溶解した simvastatin（50mg/ml），滅
菌蒸留水に溶解した pravastatin（50mg/ml）ま
たは BMP-2（50μg/ml）をそれぞれ10μl ずつ
MedGelＲに滴下して吸収させ，薬剤を吸収させ
た MedGelＲを入れたチタンキャップを4℃で一
晩保存したものを実験に使用した。陰性対照群で
は MedGelＲ片のみをチタンキャップ内に添入し
て使用した。
　４．実 験 方 法
　森田らの方法2) に準じて行った。すなわち，ラッ
ト腹腔にペントバルビタールナトリウム
（SomnopentylＲ共立製薬，東京）をラット体
重1kg あたり50mg 投与し全身麻酔を行なった。
さらにエピネフリン１／80,000添加2％塩酸リド
カイン（歯科用キシロカインＲ カートリッジ，
昭和薬品化工業株式会社，東京）を用いて局所麻
酔を行った。次いで #15c 替刃式外科用メスを用
いて両耳を結ぶように皮膚を切開し，骨膜を剥離
した。中央の縫合線を挟んで左右の頭頂骨部に生
理食塩水（大塚製薬，東京）による注水下で内径
4.8mm のトレフィンバー（GC 社，東京）を用
いて頭蓋骨上に輪状の溝を形成した後，上述した
生体材料を添入したチタンキャップを輪状の溝に
嵌合させ設置した。設置後にチタンキャップが動
かないように先ず手術用縫合糸（D8106 エチコ
ン J&J，USA）を用いて骨膜縫合し，その後に
手術用縫合糸 (789G　エチコン J&J) を用いて皮
膚縫合した。また , 術後の感染予防としてペニシ
リン G (60, 000IE/0.02ml, 明治製菓，東京 ) 1ml
を皮下注射した。
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　５．組織学的研究
　実験開始８週間後に，ジエチルエーテル吸引に
より安楽死させた。その後，直ちに断頭して頭蓋
冠と周囲組織を一塊として摘出し，チタンキャッ
プを除去後に10% 中性緩衝ホルマリン液で固定
後10% EDTA (ethylendiamine tetra acetic acid)
を用いて脱灰（4℃ 4週間）し，通法に従ってパ
ラフィン包埋を行ない，厚さ5μm の前頭断切片
を作製し，ヘマトキシリン・エオジン染色（以下
H・E 染色）を行い形態的観察を行った。
　６．TRAP 染色
　破骨細胞の存在を確認するために酒石酸抵抗性
酸ホスファターゼ染色（以下 TRAP 染色）を行っ
た。すなわち，脱パラフィン後の切片を10mM 
リン酸緩衝生理食塩水（PBS, pH7.4）に浸漬し , 
ナフトール AS-MX phosphate（Sigma, USA）
を基質として0.2M 酢酸緩衝液で TRAP 染色を
行った21)。染色液を水洗後にマイヤーのヘマトキ
シリン液に３分間浸漬し，乾燥，キシレン透徹・
封入後に TRAP 陽性細胞を観察した。
　７．免疫組織化学染色
　細胞周期の G1期から S 期の間核内に出現する
タンパクである PCNA とマクロファージのマー
カーである CD68の免疫染色を行った22)。脱パラ
フィン後に，PCNA 染色では，切片をあらかじ
め90℃蒸留水中で1時間加熱して PCNA を賦活化
した。PCNA の賦活化後または脱パラフィン後
に，すべての切片を3％過酸化水素水に室温で20
分間浸漬して，内因性ペルオキシダーゼを除去し
た。一次抗体としてマウス抗 PCNA 抗体（PC10；
300倍希釈，ダコ・ジャパン，東京）あるいはマ
ウス抗ラット CD68抗体（ED1，100倍希釈，
BMA Biomedicals，Switzerland）を室温で１時
間反応させた。PBS による洗浄の後，二次抗体
としてペルオキシダーゼ標識アミノ酸ポリマーを
結合した抗マウス抗体（ニチレイバイオサイエン
ス，東京）を室温で30分間反応させた。PBS で
洗浄後，ペルオキシダーゼと DAB キット（ニチ
レイバイオサイエンス，東京）を用いて発色させ
た。核染色はヘマトキシリンで行い，光学顕微鏡
で観察した。なお，一次抗体に換えて PBS で反
応を行った切片を陰性対照とし，それら切片に陽
性反応がないことを確認した。
　８．形態計測による分析
　H・E 染色を行った組織切片の画像を取り込み，
画像解析ソフト（WinRoof, 三谷商事）23) を用いて
チタンキャップ内部の計測範囲 ROI(Region of 
Interest) を確定し，新生骨面積を算出した。
　９．統 計 処 理
　統計処理に関しては ANOVA 検定によって比
較検討を行った。p<0.05未満の場合を有意差あ
りとした。
結　　　果
　１．全身状態への影響
　スタチンあるいは BMP-2の局所投与による明
らかな局所的および全身的な異常や体重変化は認
めなかった。
　２．組織学的所見
　いずれの実験群においても新生組織中には，海
綿骨と骨髄組織を認め，線維性結合組織が存在す
ることもあった（図１a ～ d）。BMP-2添加群では，
母床骨上およびチタンキャップ内面に沿って上方
への骨新生が観察された（図１b）。本実験条件
下では明らかな炎症所見は認められなかった。
　いずれの実験群においても新生骨梁には骨細胞
が存在した（図２a）。simvastatinおよびpravastatin
添加群および対照群では新生組織の上部は線維性
結合組織で満たされていることが多かった（図２
b）。骨髄中には多核細胞が観察された（図２c）。
新生骨表面に骨芽細胞が観察された（図２d ）。
　３．TRAP 染色
　いずれの実験群においても TRAP 陽性細胞が
認められた。骨髄中に TRAP 弱陽性の単核細胞
（図３a）を，新生骨表面に TRAP 強陽性の多核
細胞を認めた（図３b）。
　４．免疫組織化学的所見
　いずれの実験群においても新生骨骨髄中の細胞
（図４a）および線維性結合組織中に PCNA 陽性
細胞が観察された（図４b）。骨芽細胞は極めて
弱い陽性反応を示した（図４c）。
　いずれの実験群においても頭蓋骨と新生骨との
境界（図５a）および骨髄に面した新生骨（図５b）
および新生骨表面（図５c）には多核の CD68陽
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性細胞が観察された。
　５．骨新生効果
　simvastatin および pravastatin 添加群の骨新
生量は MedGelＲ（陰性対照）群に比較して増加
傾向を示したが，有意ではなかった（図６）。一方，
BMP-2添加群では陰性対照群に比較して骨新生
量が有意に増加していた (p<0.05)（図６）。
考　　　察
　本研究で使用したスタチン（simvastatin と
pravastatin）はいずれも BMP-2に比較して骨新
生効果は低かったが，コントロールよりは高い傾
向を示した（図６）。新生組織における骨髄内の
細胞は増殖が盛んに行なわれ（図４），多核のマ
クロファージ系細胞が新生骨表面に存在しており
（図５），活発な骨代謝が行なわれている可能性
が考えられた。
　新生骨の骨髄側において TRAP 陽性の単核細
胞（図３a）と多核細胞（図３b）が認められたが，
これらのうち単核細胞は前破骨細胞，多核細胞は
破骨細胞と考えられる。また，マクロファージ出
現状況を把握するために行なった CD68免疫組織
像において，新生骨と頭蓋骨との間や新生骨の骨
髄側において，陽性を示す細胞が認められた（図
５）。このことは新生骨髄に単球やマクロファー
ジが存在し，前破骨細胞形成の前準備が備わって
図３ 
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図１　H・E染色の光学顕微鏡像
ａ　 実験開始８週間後にラット頭蓋骨上に形成された新生組織の前頭断面（MedGelＲ添入群　低倍率
像）。頭蓋骨上に新生骨，骨髄および線維性結合組織が形成されている。
ｂ　 実験開始８週間後にラット頭蓋骨上に形成された新生組織の前頭断面（MedGelＲ＋rhBMP-2添入
群　低倍率像）。頭蓋骨上に新生骨および骨髄が形成されている。
ｃ　 実験開始８週間後にラット頭蓋骨上に形成された新生組織の前頭断面（MedGelＲ＋pravastatin添
入群　低倍率像）。頭蓋骨上に新生骨，骨髄および線維性結合組織が形成されている。
ｄ　 実験開始８週間後にラット頭蓋骨上に形成された新生組織の前頭断面（MedGelＲ＋simvastatin添
入群　低倍率像）。頭蓋骨上に新生骨，骨髄および線維性結合組織が形成されている。
NB；新生骨，BM；骨髄，CO；線維性結合組織
( 27 )
スタチンが垂直的骨増大に及ぼす効果：石澤ほか 27Vol. 44　№ 1
いることを示唆する。
　さらに，PCNA 陽性細胞が新生骨周囲の結合
組織や骨髄側に認められたことから増殖期のス
テージにある細胞が新生骨梁周囲に存在すること
が明らかになった。以上３つの結果より新生骨周
囲では，単球マクロファージから前破骨細胞，さ
らには破骨細胞への分化が促進され破骨細胞増加
とともに骨改造現象（リモデリング）が活発にな
され，著しい速度で骨新生が行なわれている事が
推察された。
　Seto ら24) は Mundy ら7) の 報 告 を 参 考 に
simvastatin（0.2mg）を１週間に２回ずつ70日
間ラット歯肉に投与しているが，現実的には患者
へ の 実 施 は 困 難 で あ り， 一 回 投 与 し た
simvastatin を長期的に作用させることが可能に
なれば臨床的な意義は大きい。予備実験から
simvastatin を2～5mg 局所投与した場合に，術
野の炎症反応に起因する出血および腫脹を観察し
たことと Bradley らの報告15) から0.1mg では十
分な骨新生を誘導できない事を勘案し，本研究で
は simvastatinおよび pravastatinの投与量を0.5 
mg に決定した。この使用量では実験動物全てに
図４ 
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図２　H・E染色の光学顕微鏡像
ａ　 実験開始８週間後にラット頭蓋骨上に形成された新生組織の前頭断面（MedGelＲ＋rhBMP-2添入群
中倍率像）。新生骨梁および骨髄が形成されている。
ｂ　 実験開始８週間後にラット頭蓋骨上に形成された新生組織の前頭断面（MedGelＲ＋simvastatin添入
群　中倍率像）。新生骨骨梁および線維性結合組織が形成されている。
ｃ　 実験開始８週間後にラット頭蓋骨上に形成された新生組織の前頭断面（MedGelＲ＋simvastatin添入
群　高倍率像）。新生骨および骨髄組織が形成されており，骨髄中には多核細胞が認められた（矢印）。
ｄ　 実験開始８週間後にラット頭蓋骨上に形成された新生組織の前頭断面（MedGelＲ＋pravastatin添入
群　高倍率像）。新生骨および線維性結合組織が形成されている。新生骨上には一列に並んだ骨芽
細胞（矢印）が観察された。
NB；新生骨，BM；骨髄，CO；線維性結合組織
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図３　TRAP 染色の光学顕微鏡像
ａ　 TRAP弱陽性細胞（MedGelＲ＋rhBMP-2添入群　高倍率像）骨髄中の単核細胞がTRAP
染色弱陽性であった（矢印）。
ｂ　 TRAP強陽性細胞（MedGelＲ＋rhBMP-2添入群　高倍率像）新生骨表面の多核細胞が
TRAP染色強陽性であった（矢印）。
NB；新生骨，BM；骨髄
図４　PCNAの免疫組織化学的染色像
ａ　 骨髄中のPCNA陽性細胞（高倍率像）　単核球（矢印）および多核球（矢頭）が陽性に染色
されている。
ｂ　 線維性結合組織中のPCNA陽性の単核細胞（矢印　高倍率像）
ｃ　弱陽性に染色された骨芽細胞（矢印　高倍率像）
NB；新生骨，BM；骨髄，CO；線維性結合組織
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肉眼的な異常は認めなかった。体重変化にも４群
間で有意な差は無かった。しかしながら，
simvastatin は骨膜由来細胞に作用する可能性が
報告25) されていることからすれば，骨膜の介在し
ない本実験系では十分な骨新生促進効果が得られ
なかったのかもしれない。本研究ではスタチンの
中から simvastatin と pravastatin を選択して実
験 に 使 用 し た が， 他 に も ﬂuvastatin26）や
rosuvastatin27）の骨新生効果が報告されており，
スタチン類の骨新生効果の機序解明が期待される。
　足場とシグナルの相加的効果を期待して
simvastatin とβ-TCP を併用した際の骨新生効
果が検討され28)，simvastatin と人工骨の併用に
より骨新生が増強されたことが報告されている29)。
森田らは，β-TCP が骨新生の足場として優れて
いることを明らかにしたが（未発表），本実験で
は「シグナル」の骨新生効果を評価するために人
工骨を用いないでゼラチンベースで薬物を長期的
に徐放可能な MedGelＲを担体として使用した。
　免疫組織化学的研究から，いずれの実験群にお
いても骨髄中の単核細胞に PCNA 陽性細胞を認
めた（図４）。この結果は，未分化間葉系細胞や
前骨芽細胞が活発に細胞増殖し，骨芽細胞へと分
化していることを示唆する。一方，CD68陽性多
核細胞が新生骨と骨髄の境界領域に散見されたこ
とと骨髄組織中に単核の CD68陽性細胞が存在し
たこと，さらに TRAP 陽性細胞が CD68陽性多
核細胞と同じような部位に存在していることから，
骨芽細胞による骨新生と破骨細胞による活発な骨
代謝が起こっていると考えられる。BMP-2の破
骨細胞活性化作用30) が関与しているのかもしれな
い。
図７ 
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図５　CD68の免疫組織化学的染色像
ａ　頭蓋骨と新生骨境界の多核のCD68陽性細胞（矢印）（高倍率像）
ｂ　骨髄と新生骨境界の多核のCD68陽性細胞（矢印）（高倍率像），単核のCD68陽性細胞（矢頭）
ｃ　骨髄と新生骨境界の多核のCD68陽性細胞（矢印）（高倍率像）
NB；新生骨，BM；骨髄，B；母床骨
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　陰性対照の MedGelＲ単体に比べ，BMP-2投
与群では顕著な骨形成が見られた。一方，
simvastatin と pravastatin 添加群では，BMP-2
投与群の骨形成量には及ばなかったが，BMP-2
と simvastatin あるいは BMP-2と pravastatin
を併用した際の効果の有無についても研究を進展
させる必要がある。
結　　　論
　ラット頭蓋冠上にチタンキャップを設置した骨
増大モデルにおいて simvastatin 投与群と
pravastatin 投与群はコントロールに比較して骨
増大傾向を示した。一方，BMP-2投与群はさら
に有意な骨増大効果を示した。simvastatin 投与
群と pravastatin 投与群でも BMP-2投与群と同
様に増殖期の核分裂を伴う骨芽細胞への分化促進
が認められることや単核のマクロファージ前破骨
細胞の存在を示す結果から，骨改造現象が活発に
行なわれていることが示唆された。
　本論文の一部は，第56回春季日本歯周病学会学術大会
（平成25年５月30日，船堀市）および第55回奥羽大学歯
学会（平成25年６月15日，郡山市）にて発表した。
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